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PROCEDE DE CREATION IN VITRO DE SEQUENCES 
POLYNUCLEOTIDIQUES RECOMBINEES PAR LIGATION ORIENTEE 

5 La presents invention se rapporte a une methode 

d'obtention in vitro de sequences polynucleotidiques 
recombinees par ligation orientee. L' invention vise tout 
particulierement a generer puis selectionner des sequences 
polynucleotidiques susceptibles de presenter une ou 

10 plusieurs proprietes avantageuses par rapport aux 

proprietes correspondantes de sequences de reference et 
done capables de conferer un phenotype ameliore et/ou de 
produire des proteines ameliorees. 

On entend par sequence de reference une 

i5 sequence ayant des proprietes proches de celles 

recherchees . 

On entend par in vitro tout evenement, reaction 
ou precede qui n'a pas lieu dans un organisme vivant. 

On entend par ligation un precede qui permet de 
20 creer une liaison phosphodiester entre deux fragments 

d' acides nucleiques. 

On entend par ligation orientee tout precede de 
ligation qui permet d' assembler dans un ordre determine des 
molecules d'acides nucleiques, notamment par hybridation 
25 desdites molecules d'acides nucleiques sur au moins une 

matrice nucleotidique . 

On entend par sequence polynucleotidique toute 
molecule d' acide nucleique simple ou double brin. 

Differentes techniques ont ete developpees pour 
30 favoriser la recombinaison in vitro entre differentes 

sequences polynucleotidiques, parmi celles-ci on peut citer 
plus particulierement le DNA-Shuf fling et le StEP toutes 
deux fondees sur 1 ' utilisation de la PGR. 

Le DNA-Shuf fling comporte deux etapes, la 
35 fragmentation aleatoire par la DNAse I de sequences 

polynucleotidiques, et une amplification par PCR dans 
laquelle les fragments precedemment generes servent 
d' amorces. A chaque etape d ' hybridation, le changement de 
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matrice provoque des recombinaisons au niveau des regions 
ayant des sequences homologues. Le StEP consiste a melanger 
differentes sequences polynucleotidiques contenant diverses 
mutations en presence d'une paire d' amorces. Ce melange est 
5 soumis a une reaction de type PGR dans laquelle les etapes 

d' hybridation et de polymerisation sont regroupees en une 
seule etape de tres courte duree. Ces conditions permettent 
1 ' hybridation des amorces mais diminuent la vitesse de 
polymerisation, de fagon a ce que les fragments qui sont 
10 partiellement synthetises s ' hybrident aleatoirement sur les 

sequences polynucleotidiques portant les differentes 
mutations, permettant ainsi la recombinaison. Dans chacune 
de ces deux methodes, 1 ' etape de polymerisation est 
indispensable au processus de recombinaison. Ainsi, en 
^3.5 fonction des polymerases choisies, cette etape de 

1 polymerisation peut etre generatrice de mutations 

supplementaires non souhaitees. En outre, a partir d'un 
certain nombre de cycles, le DNA-Shuf fling et le StEP 
reposent sur le principe de 1 ' hybridation d'une "mega- 
:20 amorce" sur une matrice, ce qui entralne probablement des 

;= difficultes de mise en oeuvre pour des sequences 

:] polynucleotidiques dont la taille est superieure a 1,5 Kpb. 

,1. Enfin, ces deux techniques ne permettent pas de controler 

le taux de recombinaisons, puisque celles-ci se font 
25 aleatoirement au cours des etapes successives de 

polymerisation . 

La presente invention vise precisement a palier 
les inconvenients ci-dessus en offrant une methode simple 

30 de preparation d' au moins une sequence polynucleotidique 

recombinee, en utilisant un precede de ligation orientee de 
fragments obtenus a partir d'une banque de sequences 
polynucleotidiques . 

On entend par banque de sequences 

35 polynucleotidiques un ensemble de sequences 

polynucleotidiques contenant au moins deux sequences 
polynucleotidiques heterologues . 
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Dans une forme de mise en oeuvre de 1' invention, 
ce but est attaint grace a un precede comprenant les etapes 
suivantes : 

a) la fragmentation d'une banque de sequences 
polynucleotidiques , 

b) la denaturation des fragments ainsi obtenus, 

c) 1' hybridation de fragments obtenus a 
1' etapes (b) avec une ou plusieurs matrice(s) d' assemblage, 

d) la ligation orientee desdits fragments pour 
obtenir au moins une sequence polynucleotidique recombinee, 

Lorsque la matrice d' assembalge est double 
brin, elle est prealablement denaturee avant I'etape (c) 
comme par exemple au cours de I'etape (b) . 

Le precede de 1 ' invention permet de recombiner 
de maniere aleatoire differents fragments au cours des 
etapes (b) , (c) et (d) au sein d'une sequence 
polynucleotidique. Ce precede reproduit done in vitro les 
phenomenes de recombinaison qui peuvent se produire in vivo 
en les favorisant. Le procede de 1' invention est done tout 
particulierement interessant pour recombiner des sequences 
polynucleotidiques entre elles afin de generer de nouvelles 
sequences polynucleotidiques 

Ces sequences polynucleotidiques recombinees 
sent susceptibles de presenter des proprietes avantageuses 
par rapport aux proprietes correspondantes de sequences de 
reference et dene eapables de eonferer un phenetype 
ameliore et/ou de produire des preteines ameliorees. 

Ce but est attaint grace a un procede 
comprenant les etapes suivantes : 

a) la fragmentation d'une banque de sequences 
polynucleotidiques , 

b) la denaturation des fragments, 

c) 1' hybridation de fragments obtenus a I'etape 
(b) avac une ou plusieurs matrice (s) d ' assemblage, 

d) la ligation orientee desdits fragments pour 
obtenir au moins une sequence polynucleotidique recombinee. 



e) la selection des sequences 

polynucleotidiques recombinees presentant des proprietes 
avantageuses par rapport aux proprietes correspondantes a 
une ou plusieurs sequences de reference. 

La ou las matrice(s) d' assemblage peuvent-etre 
simple ou double brin. Dans le cas ou I'une de ces matrices 
est double brin, elle est prealablement denaturee pour etre 
ajoutee sous forme simple brin a I'etape (c) comme par 
exemple au cours de I'etape (b) . 

Le precede de 1' invention peut comprendre a 
1' issue de I'etape (e) la repetition des etapes (a), (b) , 

(c) et (d) . Dans ce cas, la banque de sequences 
polynucleotidiques contient au moins une sequence 
polynucleotidique recombinee qui a ete selectionnee en (e) . 

Le precede de 1 ' invention peut aussi comprendre 
a 1' issue de I'etape (d) et avant I'etape (e) , la 
repetition des etapes (b) , (c) et (d) , ou des etapes (a), 
(b) , (c) et (d) . 

Ce dernier mode de realisation est 
particulierement utile dans le cas ou a 1' issue de I'etape 

(d) tous les fragments ne sont pas ligues. Dans ce cas, le 
precede de 1' invention comprend en outre, a la fin de 
I'etape (d) et avant I'etape (e) , un ou plusieurs cycles 
des reactions suivantes: 

- denaturation des fragments ligues et non 
ligues issus de I'etape (d) , eventuellement en presence 
d'une ou plusieurs matrice(s) d ' assemblage , 

- hybridation desdits fragments avec une ou 
plusieurs matrice(s) d' assemblage si celle(s)-ci n'est (ne 
sont) pas presente(s) lors de la denaturation, 

- ligation desdits fragments. 

Ces reactions de denaturation, hybridation et 
ligation, sont equivalentes aux etapes (b) , (c) et (d) , 
mais realisees non pas avec les fragments de I'etape (a) 



mais avec les fragments ligues et non ligues issus de 
1 ' etape (d) . 

Selon une forme de mise en oeuvre paticuliere du 
precede, les sequences polynucleotidiques de la banque sont 
simple brin. L' usage de fragments d'ADN simple brin est 
particulierement adapte a la recombinaison de families de 
genes pour lesquelles une matrice simple brin donnee ou un 
melange de matrices simple brin differentes seront 
hybridees a des fragments simple brin issus d' une banque de 
genes homologues. Puisqu'il n'y a pas de sequences 
strictement complementaires entre elles parmi la population 
de fragments, 1' hybridation ne sera pas biaisee vers les 
sequences sauvages entre les fragments ou entre fragments 
et matrices. La temperature d' hybridation peut alors etre 
ajustee en fonction du degre d'homologie entre les 
sequences, generant ainsi des molecules recombinees avec le 
degre de recombinaison le plus eleve possible. Des banques 
de molecules recombinees sont ainsi creees, avec une 
meilleure valeur en terme de diversite, augmentant 
considerablement les chances de trouver le bon mutant a 
1' issue du minimum de cycles de recombinaison. 

Pour obtenir des molecules simple brin d'ADN, 
un phagemide de type Bluescript ou un vecteur de la famille 
des phages filamenteux comme M13mpl8 peuvent etre utilises. 
Une autre fagon de proceder consiste a generer des 
molecules double brin par PGR en utilisant une amorce 
phosphorylee en 5' et 1' autre non phosphorylee . La 
digestion par 1' exonuclease du phage lambda detruira les 
brins d'ADN phosphoryles en 5', laissant les brins non 
phosphoryles intacts. Une autre methode de generation de 
molecules simple brin consiste a faire une amplification 
par PGR assymetrique a partir d' une matrice d'ADN methylee . 



La digestion par Dpn I detruira les brins methyles, 
laissant intacts les produits de 1' amplification qui 
pourront alors etre purifies apres denaturation . 

Le procede de 1' invention peut comprendre en 
outre, une ou plusieurs des etapes suivantes : 

la separation des sequences 

polynucleotidiques recombinees de la ou des matrice(s) 
d' assemblage avant I'etape (e) , 

1 ' amplification des sequences 

polynucleotidiques recombinees avant I'etape (e) . 

- le clonage de sequences polynucleotidiques 
recombinees eventuellement apres separation des brins 
recombines de la ou des matrices 

Dans une forme de mise en oeuvre avantageuse de 
la methode, les extremites des fragments generes a I'etape 
(a) sont telles qu' il peut y avoir hybridation adjacente de 
ces extremites au moins a une matrice d' assemblage a 
I'etape (c) et ligation de ces fragments les uns avec les 
autres a I'etape (d) . Les sequences polynucleotidiques de 
la banque sur laquelle le procede de 1 ' invention est 
effectue doivent etre telles que les fragments obtenus au 
cours du procede presentent des extremites telles que 
decrites ci-dessus. Ces fragments peuvent etre notamment 
obtenus au cours de I'etape (a), ou au cours de I'etape (d) 
par ligation de fragments. 

Une forme de mise en oeuvre avantageuse du 
procede de 1 ' invention consiste a realiser simultanement 
les etapes (c) et (d) selon une reaction dite de RLR pour 
1' expression anglaise de "Recombining Ligation Reaction". 



Outre les avantages indiques precedemment , le 
procede de 1' invention est remarquable en ce qu'il favorise 
at accelere la recombinaison aleatoire in vitro de 
sequences polynucleotidiques , ces sequences 

polynucleotidiques pouvant etre des genes. On entend par 
gene un fragment ou une sequence d'ADN associee a une 
fonction biologique. Un gene peut etre obtenu de 
differentes fagons, dont la synthese chimique, la synthese 
par polymerisation ou par extraction dudit gene a partir 
d'une source d'acides nucleiques. 

La recombinaison in vitro des sequences 
polynucleotidiques de la banque initiale par le procede de 
1' invention permet done d'obtenir une nouvelle banque 
contenant des sequences ayant acquis une ou plusieurs 
caracteristiques des sequences de la banque precedente. Le 
precede de 1 ' invention constitue done une technique 
d' evolution in vitro. 

Le procede de 1 ' invention constitue une 
alternative a la PGR recombinatoire telle que mise en 
oeuvre dans les techniques de DNA shuffling ou de StEP, 
puisqu' il ne necessite pas d' etape de polymerisation in 
vitro pour aboutir a la recombinaison. Au contraire, 
I'etape clef du procede de 1 ' invention est 1 ' etape (d) de 
ligation sur une matrice d' assemblage (ou ligation 
orientee) , ce qui assure un tres haut degre de fidelite au 
cours des evenements de recombinaison. 

Le procede de 1 ' invention est remarquable en ce 
qu'il permet d'augmenter considerablement I'efficacite du 
reassemblage des fragments a liguer en utilisant la 
ligation orientee. En effet, dans le cas d'une sequence 



decoupee en n fragments, il existe de tres nombreuses 
possibilites de reassociation des fragments en utilisant un 
precede de ligation classique (sans utilisation d'une 
matrice de reassemblage qui oriente la ligation) , parmi 
lesquelles une seule forme est interessante . Dans le cas du 
precede de 1' invention, la ligation est orientee par la 
matrice d' assemblage, ce qui permet d'obtenir directement 
la seule forme interessante. 

La fragmentation de ces sequences 

polynucleotidiques a I'etape (a) peut se faire soit de 
maniere controlee, soit de maniere aleatoire. 

Dans le cas d'une fragmentation realisee de 
maniere controlee, la fragmentation permet de maitriser 
avec precision le degre de recombinaison voulu et la 
position des points de recombinaison. Selon une forme de 
realisation preferee du precede de 1' invention, I'etape (a) 
consiste a soumettre les sequences polynucleotidiques de la 
banque a une hydrolyse par 1' action d'une ou plusieurs 
enzymes de restriction. Ainsi, dans une forme de mise en 
oeuvre particuliere du precede de 1' invention, le degre de 
recombinaison et la position des points de recombinaison 
des sequences polynucleotidiques recombinees sent 
determines par la fragmentation de I'etape (a). 

Ainsi, plus le nombre de fragments generes par 
sequence est grand, plus le nombre de fragments necessaires 
pour recomposer une sequence est eleve, ce qui entralne un 
taux de recombinaison eleve. En outre, la nature et la 
position des extremites des fragments generes dans ce mode 
de realisation du precede de 1' invention peuvent etre 
connues et controlees, ce qui permet : 



- de controler avec precision les zones ou la 
recombinaison a lieu^. ou 

d'induire la recombinaison entre des 
sequences polynucleotidiques , par exeraple des genes, si les 
extremites des fragments sont creees dans des zones 
d'homologie entre ces sequences, ou des zones d' homologies 
entre ces sequences et la ou les matrices d' assemblage . 

Dans le cas d'une fragmentation aleatoire, tout 
moyen enzymatique ou mecanique connu de I'homme de metier 
capable de couper aleatoirement I'ADN pourra etre utilise, 
comme par exemple une digestion par la Dnase I ou une 
sonication . 

Le procede de 1' invention permettant 
d'augmenter considerablement I'efficacite de reassemblage 
des fragments a liguer, il peut done etre applique a 
1 ' orientation de la ligation multi-raoleculaire a bouts 
francs. Dans cette application, on utilise comme matrice 
d' assemblage aux etapes (b) ou (c) des oligonucleotides 
simple ou double brin juste complementaires de 1 ' extremite 
3' d'un fragment et 5 ' du fragment adjacent, ce qui permet 
1 ' hybridation adjacente de ces deux extremites sur la meme 
matrice apres 1 ' etape de denaturation. Une fois hybridees, 
les extremites des fragments peuvent etre liguees entre- 
elles de fagon a orienter le sens de ligation des fragments 
a bout francs. La meme approche peut etre envisagee pour 
1 ' orientation de la ligation de fragments a bouts cohesifs. 

Une mise en oeuvre toute preferee du procede de 
1 ' invention consiste a a j outer des enzymes capables, a 
1' etape (c ) et/ou a 1' etape (d) , de reconnaltre et de 



degrader et/ou couper de maniere specifique les extremites 
non hybridees de fragments, lorsque celles-ci recouvrent 
d'autres fragments hybrides sur la meme matrice. Un 
exemple prefere de ce type d' enzyme est 1 ' enzyme Flap 
endonuclease . 

Une mise en oeuvre particuliere du precede de 
1' invention consiste done a utiliser des enzymes du type 
Flap endonucleases lorsque les fragments generes a 1 ' etape 
(a) peuvent se recouvrir lors de 1 ' hybridation sur la 
matrice d'assemblage a 1 ' etape (c ). 

Ainsi, lors de 1 ' hybridation de fragments d'ADN 
sur une matrice, ces enzymes ont pour propriete de 
reconnaltre et de couper de maniere specifique les 
extremites non hybridees de ces fragments, lorsque celles- 
ci recouvrent d'autres fragments hybrides sur la meme 
matrice . 

Lorsque les fragments utilises au cours du 
precede de 1' invention sont double brin, une forme 
particuliere de 1' invention consiste a utiliser des 
enzymes de type exonuclease specif iques du simple brin. 
Ces enzymes auront pour propriete de reconnaltre et de 
degrader de maniere specifique les extremites simple brin 
non hybridees de ces fragments, lorsque celles-ci 
recouvrent d'autres fragments hybrides sur la meme 
matrice . 

Au cours de 1' etape (c) d ' hybridation, 
1' utilisation de ce type d' enzymes (notamment Flap, ou 
exonuclease specifique du simple brin) permet done 
d'augmenter le nombre d' extremites adjacentes pouvant etre 
liguees a 1' etape (d) , ce qui est particulierement 



important dans le cas de fragments obtenus par coupure 
aleatoire, car ces fragments presentent des zones de 
recouvrement les uns avec les autres lorsqu'ils 
s'hybrident sur la matrice d ' assemblage . 

Dans une mise en oeuvre particuliere du procede 
de 1' invention utilisant une ligase active a haute 
temperature et pref erentiellement thermostable a 1 ' etape 
(d) , les enzymes capables de reconnaltre et/ou de couper 
de maniere specifique les extremites non hybridees des 
fragments, ajoutees a 1 ' etape (c ) et/ou a 1' etape (d) 
auront les memes proprietes de thermoresistance et 
d'activite a haute temperature que ladite ligase. 

La banque de sequences polynucleotidiques sur 
laquelle est effectuee le procede de 1' invention peut etre 
generee par toute methode connue de 1 ' homme du metier, par 
exemple a partir d'un gene sauvage par etapes de mutagenese 
dirigee successives, par PGR "error prone " (2) , par 
mutagenese aleatoire chimique, par mutagenese aleatoire in 
vivo, ou en combinant des genes de families proches ou 
distinctes au sein de la meme espece ou d'especes 
differentes de fagon a disposer d'une variete de sequences 
polynucleotidiques dans ladite banque. 

Parmi ces techniques, 1 ' invention envisage plus 
particulierement , un procede dans lequel la banque de 
sequences polynucleotidiques est obtenue par une reaction 
de polymerisation en chaine realisee dans des conditions 
qui permettent de creer des mutations ponctuelles 
aleatoires . 

La banque initiale de sequences 

polynucleotidiques peut etre constituee de sequences 



synthetiques qui seront fragmentees a 1 ' etape (a) ou qui 
peuvent constituer les fragments de 1' etape (a). 

Selon une forme de realisation preferee du 
precede de 1' invention, 1 ' etape (a) consiste a soumettre 
les sequences polynucleotidiques de la banque a une 
hydrolyse par 1' action d'une ou plusieurs enzymes de 
restriction . 

Pour accroitre le degre de recorabinaison genere 
par le precede de 1' invention, il suffit d' augmenter le 
nombre de fragments de restriction en utilisant des enzymes 
de restriction ayant un grand nombre de sites de coupure 
sur les sequences polynucleotidiques de la banque, ou en 
combinant plusieurs enzymes de restriction. Dans le cas de 
1' utilisation d'une ligase thermostable et thermoactive, la 
taille du plus petit fragment ainsi genere sera 
avantageusement superieure ou egale a 40 b ou 4 0 pb, afin 
de conserver une temperature d' hybridation compatible avec 
celle de 1' etape (d) de ligation qui est generalement de 
I'ordre de 65 °C. 

L' etape (a) peut encore etre realisee en 
generant une banque de fragments par traitement aleatoire 
enzymatique ou mecanique . En particulier, 1 ' etape (a) peut 
consister en un traitement aleatoire avec la DNAse I d'une 
banque de sequences polynucleotidiques . Dans le cas ou 
1 ' on utilise a 1 ' etape (a) une fragmentation enzymatique 
ou mecanique aleatoire, cette forme de mise en oeuvre du 
precede de 1' invention a la particularite de permettre 
1 ' utilisation des fragments generes par ce traitement 
comme matrices les uns pour les autres, pour 1 ' hybridation 
au cours de 1' etape (c) ou de la reaction de RLR des 
etapes (c) et (d) simultanees. 
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L'etape (b) peut etre realisee en combinant au 
moins deux banques de fragments distinctes generees 
separement a l'etape (a) a partir de la meme banque 
initiale par des traitements differents, comme par example 
avec des enzymes de restriction differentes. Dans le cas de 
la mise en oeuvre de telles banques, on utilise les 
fragments obtenus a l'etape (a) comme matrices les uns pour 
les autres, pour 1' hybridation au cours de l'etape (c) ou 
de la reaction de RLR des etapes (c) et (d) simultanees. 

Les fragments de l'etape (a) du precede de 
1' invention peuvent egalement etre generes par des 
reactions d' amplification (telle que la PGR) menees sur 
les sequences polynucleotidiques de la banque. Deux 
solutions sont notamment envisageables . Dans un premier 
cas, les oligonucleotides amorces peuvent etre congus de 
maniere a generer des fragments dent les extremites sont 
adjacentes tout au long de la sequence d' assemblage . Dans 
un deuxieme cas, les oligonucleotides amorces sont congus 
de fagon a generer des fragments ayant des sequences 
communes, ces fragments pouvant servir de matrice 
d' assemblage les uns pour les autres a l'etape (b) ou a 
1' etape (c) . 

L'efficacite de recombinaison du precede de 
1' invention est fonction du nombre de fragments generes par 
sequence polynucleotidique a l'etape (a). En consequence, 
le precede de 1' invention utilisera des sequences 
polynucleotidiques ayant ete fragmentes en n fragments, n 
etant avantageusement superieur ou egal a trois. 



La matrice d' assemblage a I'etape (b) ou (c) 
est par example une sequence polynucleotidique issue de la 
banque initiale ou une sequence consensus de ladite banque, 
simple ou double brin. Dans le cas ou la ou les matrices 
d' assemblage sent incorporees directement a I'etape (c) de 
1' invention, cette matrice doit etre sous forme simple 
brin. 

Selon une variante du precede de 1' invention, 
les matrices d' assemblage des etapes (b) ou (c) sont 
constituees d' oligonucleotides simples ou doubles brins . 

Selon une forme particuliere de mise en oeuvre 
du precede de 1' invention, des oligonucleotides, simple ou 
double brin, de longueur variable, sont ajoutes a I'etape 
(b) ou (c) en plus de la matrice. Ces oligonucleotides sont 
congus pour pouvoir se substituer a une partie des 
fragments a I'etape (c) , en effet, leur sequence est telle 
que : 

- s'ils sont parfaitement homologues avec la 
sequence du fragment qu'ils remplacent, ils favorisent 
certaines combinaisons, ou 

- s'ils sont partiellement heterologues avec la 
sequence du fragment qu'ils remplacent, ils introduisent 
une ou des mutations dirigees supplementaires . 

On entend par sequences heterologues, deux 
sequences dont la composition en bases differe d'au moins 
une base. 

Avant I'etape (e) du precede de 1' invention, il 
est possible de separer les sequences polynucleotidiques 
recombinees de la matrice d' assemblage grace a un marqueur 
present sur la matrice d' assemblage ou sur les sequences 
polynucleotidiques recombinees. II est en effet possible de 
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raarquer chaque brin de la matrice selon des techniques 
connues de 1 ' homme du metier. Par exemple, le marqueur de 
la matrice d ' assemblage peut etre un haptene et 1 ' on separe 
les sequences polynucleotidiques recombinees de la matrice 
5 d' assemblage par des techniques connues de 1 ' homme du 

metier, comme par exemple un anticorps anti-haptene fixe 
sur un support ou une reaction biotine-streptavidine, si 
1' haptene est un marqueur biotine. 

D'autres techniques peuvent etre employees pour 

10 separer les sequences polynucleotidiques recombinees de la 

matrice d ' assemblage . La matrice d' assemblage peut aussi 
etre preparee specif iquement de fagon a faciliter son 
elimination a la fin du procede de 1' invention. Elle peut 
ainsi etre synthetisee par amplification PGR utilisant des 

=15 dATP methyles, ce qui permet sa degradation par 

1 ' endonuclease de restriction Dpn I. Dans ce cas, les 
sequences polynucleotidiques recombinees ne doivent pas 
contenir de dATP methyles. La matrice peut aussi avoir ete 
preparee par amplification PGR en utilisant des dUTP, ce 

20 qui permet sa degradation par traitement avec une uracyl- 

DNA-glycosylase . A 1' inverse, il est possible de proteger 
les sequences polynucleotidiques recombinees en les 
amplifiant par PGR selective avec des oligonucleotides 
portant des groupements phosphorothioates en 5'. Un 

25 traitement avec une exonuclease permet alors de degrader 

specif iquement la matrice d ' assemblage - 

Le procede de 1' invention peut comprendre 
avant le clonage eventuel de I'etape (e) , une etape 
3D d' amplification des sequences polynucleotidiques 

recombinees. Toute technique d ' amplification est acceptable 
notamment une amplification par PGR. Une des plus simple 
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consiste a realiser une PGR qui permet d' amplifier 
specif iquement les sequences polynucleotidiques recombinees 
grace a des amorces qui ne peuvent s'hybrider que sur les 
extremites des sequences recombinees. Les produits PGR sont 
5 ensuite clones pour etre caracterises et les sequences 

polynucleotidiques presentant des proprietes avantageuses 
par rapport aux proprietes correspondantes de sequences de 
reference sont selectionnees . 

10 L' invention a pour objet de generer des 

sequences polynucleotidiques susceptibles de presenter des 
proprietes avantageuses par rapport aux proprietes 

: correspondantes de sequences de reference. Les sequences 

polynucleotides recombinees obtenues a 1 ' etape (d) et 
fl5 eventuellement donees sont criblees par tout moyen 

approprie pour selectionner les sequences 

polynucleotidiques recombinees ou les clones presentant des 
proprietes avantageuses par rapport aux proprietes 
correspondantes de sequences de reference. On entend, par 

20 exemple, par proprietes avantageuses la thermostabilite 

d'une enzyme ou sa qualite a pouvoir fonctionner dans des 
conditions de pH ou de temperature ou de concentration 
saline plus adaptees a un precede enzymatique, que les 
proteines temoins habituellement utilisees pour ledit 

25 procede. A titre d'exemple d'un tel procede, on peut citer 

un procede industriel de desencollage des fibres textiles 
ou de blanchiment des pates a papier ou de la production 
d'aromes dans 1' Industrie laitiere, les precedes de 
biocatalyse pour la synthese par voie enzymatique de 

30 nouvelles molecules therapeutiques, etc... 

Selon un mode de realisation avantageux du 
procede de 1' invention, la banque de sequence 
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polynucleotidique peut done etre le resultat d'un crible 
ayant permis de selectionner par tout moyen approprie les 
sequences polynucleotidiques presentant des proprietes 
avantageuses par rapport a des sequences temoins. Les 
5 sequences ainsi selectionnees constituent une banque 

restreinte . 

Mais, il est aussi possible de partir d'une 
banque non restreinte afin de conserver la representativite 
des proprietes contenues dans cette banque. 

10 Les sequences codant pour la ou les proteines 

presentant une ou des proprietes avantageuses par rapport 
aux proteines de reference sont alors selectionnees, par 
des criblages in vivo ou in vitro, et peuvent servir a 
constituer une nouvelle banque pour une eventuelle 

15 reiteration du precede de 1' invention. Une mise en ceuvre 

avantageuse du precede de 1' invention consiste done a 
utiliser coirune banque plusieurs sequences 

polynucleotidiques selectionnees apres une premiere mise en 
oeuvre du precede de 1' invention, eventuellement melangees 

20 avec d'autres sequences polynucleotidiques. Parmi les 

techniques de criblage qui peuvent etre appliquees a chacun 
des clones de I'etape (e) , les techniques de criblage par 
expression in vitro utilisant notamment la transcription in 
vitro des sequences polynucleotidiques recombinees puis la 

25 traduction in vitro des mRNAs obtenus, presentent 

I'avantage de s'affranchir des problemes de physiologie 
cellulaire, et de tous les inconvenients lies au clonage 
d' expression in vivo. En outre, ce type de criblage est 
facilement automatisable, ce qui permet de cribler un 

30 nombre eleve de sequences polynucleotidiques recombinees. 
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L' invention concerne aussi une sequence 
polynucleotidique recombinee obtenue par un precede selon 
1' invention, ainsi qu'un vecteur contenant une telle 
sequence polynucleotidique recombinee, un bote cellulaire 
5 transforme par une sequence polynucleotidique recombinee ou 

un vecteur de 1' invention, ainsi qu'une proteine codee par 
cette sequence polynucleotidique recombinee. L' invention 
comprend egalement les banques correspondantes de sequences 
polynucleotidiques recombinees, de vecteurs, d' hotes 
10 cellulaires ou de proteines. 

Exemple : 

Get exemple a pour objectif de generer des 
15 sequences polynucleotidiques recombinees du gene de 

resistance a la kanamycine en utilisant la ligation 
orientee de fragments simples brin 



20 Dans un premier temps, le gene de resistance a 

la kanamycine (1 Kb) de pACYC184 est clone dans le 
polylinker de MlSmplB de telle fagon que le phagemide 
simple brin contient le brin non codant du gene. 

En parallele, ce gene est amplifie par une PGR 

25 mutagene (error prone PGR) avec deux amorces qui sont 

complementaires de la sequence du vecteur Ml3mpl8 de par et 
d' autre de la sequence du gene. L' amorce pour le brin non 
codant est phosphorylee alors que 1' amorce pour le brin 
codant ne I'est pas. Le produit de la PGR mutagene est 

30 digere par 1' exonuclease de lambda, ce qui genere une 

banque de brins codants de mutants du gene de la resistance 
a la kanamycine. 
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Cette banque de molecules simple brin est 
digeree par un melange d' enzymes de restriction, a savoir 
Hae III, Hinf I et Tag I. 

Cette banque de fragments simple brin ainsi 
obtenue est alors hybridee au phagemide simple brin et 
liguaturee avec une ligase thermostable. Cette etape est 
repetee plusieurs fois, jusqu'a ce que les fragments de 
petite taille ne puissent plus etre observes lors d' un 
depot sur un gel d' agarose alors que la bande 

correspondant au simple brin du gene complet de la 
resistance a la kanamycine devienne un composant raajeur du 
" smear " de molecules simple brin visibles sur le gel. 

La bande correspondant a la taille du gene est 
alors decoupee du gel et purifiee. Elle est ensuite 
hybridee avec deux oligonucleotides (40 mer) 
complementaires des sequences de M13mpl8 de chaque cote du 
gene, et ce duplex partiel est digere par Eco RI et Sph I 
puis ligaturee dans un vecteur M13 mpl8 digere par les 
memes enzymes. 

Les cellules transformees avec le produit de 
ligation sont criblees pour une resistance accrue a la 
kanamycine . 

Le clonage des molecules simple brin 
recombinees peut eventuellement etre realise par une PCR 
avec deux amorces du gene de taille complete et clonage du 
produit double brin de cette amplification. Pour eviter les 
mutations indesirables , cette amplification sera realisee 
avec la polymerase de type Pfu et par un nombre limite de 
cycles . 
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Les plasmides des clones signif icativement plus 
resistants a la kanamycine que la souche initiale sont 
purifies et utilises comme matrices pour une PGR a la 
polymerase Pfu, dans des conditions de haute fidelite, avec 
le couple d' amorces phospshoryle/non phosphoryle tel que 
defini precedemment . Ceci genera la seconde generation de 
fragments simple brin, apres un traitement a 1' exonuclease 
de lambda et la fragmentation avec les enzymes de 
restriction. Les enzymes utilisees a cette etape peuvent 
etre composees d'un melange different (Bst NX, Taq I et Mnl 
I) - 

Les etapes de recombinaison et de selection 
sont repetees plusieurs fois, jusqu'a ce qu' un 
accroissement substantiel de la resistance a la kanamycine 
soit obtenu. 



